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論文内容の要旨
〔目的〕
視床下部より下垂体門脈血中に分泌されるドーパミン (DA) は，下垂体におけるプロラクチン (PRL) 分泌を
抑制的に制御していることが知られているが，その DA の制御機構についての報告は少な L、。一方，下垂体に直接
作用し PRL 分泌を増加させる TRH は，近年，視床下部のみならず広く脳内に分布しておりドーパミン様作用を発
現するとの報告がある。そこで私は，独自に確立したラット視床下部 DA ニューロンの初代培養系を用いて， TRH 
の視床下部 DA ニューロンからの DA 放出に及ぼす影響と，その細胞内情報伝達機構について検討した。
〔対象および方法)
1) Wistar 系雌ラット (200-250gr) を断頭し顕微鏡下で弓状核，室周囲核，および正中隆起部を含む部分を切除
した。 0.1% trypsin , 2 mM EDTA を含む Ca2 +-Mg2+free Hank's 液で細胞を分離し， 10% FCS を含む TCM
199培養液にて 7 日間初代培養後，各実験に用いた。
2) 培養細胞を用い [3HJ Me-TRH を ligand として， 370C120分間の培養で， TRH receptor assay を行った。
3) [3HJ DA120分間前培養後，十分に洗浄し TRH をはじめ各種薬剤， phorbol myristate acetate (PMA) , 
chlordiazepoxide (CDE) , EGT A 等を添加後，培養液中に放出されるドHJ DA の放射活性を液体シンチレー
ションカウンターにて測定した。
4) 同培養細胞に蛍光色素である Fura 2 -AM あるいは Indo-l-AM を 370 120分間の前培養で取り込ませた後，
EGTA 存在下および TRH receptor の桔抗剤である CDE 存在下での TRH 刺激による細胞内 Ca2 +の変動を，画
像処理装置付蛍光顕微鏡にて測定した。
5) 向培養細胞を PMA にて24時間前処置後， TRH および PMA 刺激における培養液中の [3HJ DA の放射活性を
同様に測定した。
〔成績〕
TRH receptor の存在
1) TRH receptor assay では， Scatchard plot による解析で高親和性の単一の receptor が検出され解離定数は
1. 2nM，最大結合部位数は178fmol/mg protein であった。
TRH の DA 放出に及ぼす影響
1) TRH は，濃度依存性および時間依存性に視床下部 DA ニューロンからの DA 放出を促進した。
2) 20分間の TRH (1μM) 添加で見られた DA 放出刺激は， EGTA (1 mM) あるいは CDE (10μM) の同時
添加により有意にゆく 0.01)抑制された。
細胞内情報伝達機構についての検討
1) 蛍光顕微鏡画像処理システム下における細胞内 Ca2 +の変動は， TRH( 1μM) 刺激により明かな上昇を認めた。
2) TRH (1μM) 刺激による細胞内 Ca2 +の上昇は，培養液中 EGTA (5 mM) あるいは CDE (10μM) を添加
することにより認められなかった。
3) TRH の[3HJ DA 放出作用機序の特異性を検討するため，直接 C キナーゼを介して作用するといわれている
PMA (100nM) を添加したところ， TRH (1μM) とほぼ同様のいHJ DA 放出を認めた。 PMA (500nM) に
て24時間前培養することにより C キナーゼを枯渇した条件下では， TRH( 1μM) により有意な (p<0.05) (3HJ 
DA の放出を認めたが， PMA (100nM) では認めなかった。
〔総括〕
TRH は，視床下部 DA ニューロンに存在する TRH レセプターを介して DA 放出に促進的に作用することが明
らかとなった。また，その細胞内情報伝達機構として， TRH は細胞内 Ca2 +を増加させ，一部 C キナーゼを介して
DA 放出を促進することが初めて明らかとなった。
論文審査の結果の要旨
生殖生理において重要な役割を演じているプロラクチンの分泌は主として視床下部からのドーパミンにより抑制的
に調節されている。しかし視床下部からのドーパミンの放出機序については未だ明らかにされていない。今回西川君
は視床下部ドーパミンニューロンの初代培養系を確立しこれらの系を用いて TRH がドーパミンの放出を促進し
細胞内情報伝達機構として細胞内カルシウムと C キナーゼが関与することを初めて明らかにした。これらの知見は
産婦人科領域において重要な課題である排卵障害の病態の解明に寄与し学位の授与に値すると考えられる。
